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摘要:通过测定大鼠脏器组织中汞的总量、金属硫蛋白(MTs)含量及利用尺寸排阻色谱( SEC)与电感耦合等离子体




肝脏中Hg-MTs的诱导产生量比对照组显著增加,与此同时 ,染汞组织中 Cu-MTs的组分也相应增加, 这进一步表明
了 MTs在染汞大鼠肾脏中起着对有毒重金属汞的解毒和对营养元素铜的调节作用。
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Abstract: Hg concentrations, total metallothioneins (MTs) and meta-l binding MTs in tissues of the
rat after oral intake of HgCl2 were determined by the inductively coupled plasma-mass spectrometry
(ICP-MS), a modified mercury saturation assay and the size-exclusion chromatography (SEC) cou-
pled with ICP-MS, respectively. The results indicated that Hg accumulation in all of the rat tissues,
including kidney, liver, testicle, brain, heart, serum and blood plasma, in HgCl2 group significantly
increased compared with that in the control group, especially in kidney, liver and testicle. A large
amount of MTs was induced in these exposed rat tissues, especially in their kidneys and livers. The
metal species binding with MTs obtained with SEC-ICP-MS showed that the fractions of Hg-MTs in
both kidney and liver of exposed rat were significantly higher compared with those of the control. In
addition, higher amounts of Cu-MTs observed in exposed rat liver and kidney demonstrated the ef-
fect of MTs in the homeostasis of Cu and in the detoxification of Hg.
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(MTs)总量[ 3, 4] ,考察了其各脏器组织对汞的吸收和




1. 1  仪器
  HP4500型电感耦合等离子体质谱仪( ICP-MS,
美国安捷伦公司); MK-III型光纤控压密闭微波熔样
炉(上海新仪微波技术应用研究所)。HP1100 型高
效液相色谱仪 ( HPLC, 带有二极管阵列检测器
(DAD), 美国安捷伦公司); Shim- pack DIOL-300 型
尺寸排阻色谱柱(SEC柱) (500 mm@ 719 mm i1d1,
5 Lm), 带有 Shim-pack DIOL 保护柱(4 mm i1d1 @
500 mm,日本岛津公司)。HPLC与 ICP-MS 系统的
连接是用一 Teflon 小管( 015 mm i1d1) , 将经 DAD
检测后的 HPLC流出组分直接导入 ICP-MS 雾化装
置的进样口中(为减少死体积,传输管线应尽量短)。
1. 2  试剂
  MT-2标准(Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Stein-
heim, 德国),批号为 052K7002。用于校准 SEC柱的
标准物质:甲状腺球蛋白(M r= 660 000)、铁传递蛋
白(M r= 80 000)、牛血清白蛋白(M r= 66 000)、兔肝
金属硫蛋白 MT-2(M r= 6 800)和维生素 B12(M r=
35514)。
  所用化学试剂纯度均为分析纯以上, 实验用水
为超纯水(用Mill-i Q50制备)。
  10 g/ L汞标准溶液的配制: 溶解 11353 g HgCl2
(北京试剂厂)于 100 mL 100 g/ L三氯乙酸水溶液
中,作为储备液。取 011 mL 储备液用同样浓度的三
氯乙酸水溶液稀释至 50 mL 作工作溶液。50% (体
积分数)鸡蛋清溶液的配制:取鸡蛋清以 1B1(体积
比)的比例用 90 g/ L NaCl 水溶液混匀配制。30
mmol/ L Tris-HCl溶液:用水溶解适量三羟甲基氨基
甲烷(tris(hydroxymethyl) aminomethane,生化试剂,
国药集团上海试剂公司) ,配制后用 6 mol/ L HCl(优
级纯)调其 pH为810。
1. 3  动物试验
  实验动物用 20只体重为 180~ 220 g的Wistar
雄性大鼠, 由中国医学科学院实验动物研究所提供
(编号: SC4K11-00-0006)。它们被随机分为两个实
验组, 每组 10只大鼠。除正常喂食外, 其中一组以
每周每公斤体重 0101 g( 0101 g/ kgbw/ w)的灌喂剂





称重后于- 80 e 下保存。
1. 4  分析方法
1. 4. 1  重金属含量的测定[ 2]
  将冷冻的脏器直接冷冻干燥 24 h, 称重后将其
研磨。准确称取约 013 g粉末样品于消解罐中, 用 5
mL 65% (质量分数)的 HNO3预消解过夜,然后微波
消解。冷却后用体积分数为 5% 的 HNO3 定容至 25
mL,于 4 e 下保存备用。
1. 4. 2  MTs的测定
  将冷冻的脏器解冻,用手术刀切碎后,与冷却的
内含250 mmol/ L 葡萄糖溶液的 90 g/ L NaCl提取液
(pH 710)在玻璃均质器中均质(混合比例为每克样
品组织加3 mL 提取液)。均质后的样品于4 e 下离
心(离心速率为6 000 r/ min) 30 min。取上清液, 加
热 10 min(至 95 e )后立即用冰水冷却 5 min,再次
于 4 e 下离心 (离心速率为15 000 r/ min) 20 min。
上清液供MTs总量测定和 SEC柱分离。




1. 4. 3  SEC柱的分离过程[ 5~ 8]
  将上述组织制备液 20 LL 注入 SEC-ICP-MS联
用系统, 以 30 mmol/ L Tris-HCl ( pH 810)为流动相
在流速为 110 mL/ min下洗脱, 分别用紫外检测器
(UV)及 ICP-MS记录流出组分的 Hg, Zn和 Cu等色
谱信号。
2  结果与讨论
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表 1  大鼠各脏器中的重金属含量*
Table 1  Heavy metal contents* in rat tissues Lg/ g
Metal
Liver
HgCl2 group control group
Kidney
HgCl2 group control group
Testes
HgCl2 group control group
Brain
HgCl2 group control gr oup
Cu 7. 91 ? 0. 05 6.84 ? 0. 14 25. 9? 0. 2 8. 49? 0. 17 3. 54 ? 0. 02 3.15 ? 0. 05 3. 96? 0. 01 3. 85? 0. 07
Zn 75. 7 ? 0.8 51. 2 ? 0. 8 39. 6? 0. 5 28. 0 ? 0.2 47. 6 ? 0. 6 42. 0? 0. 7 20.8 ? 0. 2 20.9 ? 0. 4
Hg 10. 4 ? 0.3 0. 001 31 ? 0. 000 42 56. 7? 0. 5 0.100? 0. 015 1. 04 ? 0. 06 0. 118 ? 0. 007 0.312? 0. 012 0. 045 0? 0. 004 3
Metal
Heart
HgCl2 gr oup control group
Serum
HgCl2 group control group
Blood plasma
HgCl2 group control gr oup
Cu 10. 3 ? 1. 0 8. 85 ? 0. 14 2. 36 ? 0. 18 3.02 ? 0. 63 0.581? 0. 009 0.777? 0. 059
Zn 35. 8 ? 3. 6 32. 3? 0. 2 1. 81 ? 0. 16 2.53 ? 0. 58 8. 42? 0. 37 8. 56? 0. 44
Hg 0. 714 ? 0.077 0. 0562 ? 0. 0118 1. 16 ? 0. 09 0. 007 82 ? 0. 001 39 0.679? 0. 013 0. 011 5? 0. 031 1
 * The metal concentrations were calculated as wet weight.
2. 2  大鼠各脏器中MTs总量的测定结果
  大鼠各脏器中MTs含量测定结果如表2所示。
表 2  大鼠不同脏器中 MTs的测定结果
Table 2  MTs concentration in different rat tissues Lg/ g
 Tissue HgCl2 group Control group
 Liver 282. 6 ? 37. 7 152.6 ? 11. 1
 Kidney 190. 3 ? 27. 1 120.7 ? 57. 1
 Testes 146. 1 ? 40. 3 104.8 ? 29. 8
 Brain 40. 9 ? 12. 5 29. 1? 24.0
 Heart 20. 4 ? 2. 2 14. 6? 17.0
  表2结果表明,与对照组相比,染汞组的各脏器
中MTs的含量显著增加, 尤其在肝、肾中有大量的










2. 3  大鼠各脏器中MTs组分的色谱分离结果
  将大鼠的肾脏、肝脏提取上清液用尺寸排阻色
谱柱进行分离, 依次用 DAD 和 ICP-MS在线检测色
谱流出组分。图 1表示大鼠肾脏的 SEC-ICP-MS 检
测的多种金属结合蛋白质的分离结果。
  从 SEC-ICP-MS 的检测结果可知, 提取物中不
同金属(如 Hg、Cu和 Zn)与 MTs 结合的组分 ( Hg-
MTs、Cu-MTs 和 Zn-MTs)在凝胶柱的保留时间相
似,但这 3种 MTs 组分的金属信号强度差别较大,
其中染汞组的 Hg-MTs 含量比对照组的显著增加。
实验比较了染汞组和对照组大鼠肾脏中 Hg-MTs 和
Cu-MTs的相对含量,结果如图 2 所示, 染汞组大鼠
肾脏中除 Hg-MTs比对照组高外, Cu-MTs也比对照
组高 8倍以上,表明当肾组织受到 Hg污染时, MTs
图 1  大鼠肾脏MTs提取组分的 SEC-ICP-MS分离结果
Fig.1  Chromatograms of mult-i metal species of MT
fraction in rat kidney by SEC-ICP-MS
a. HgCl2 group; b. control group.
对肌体中营养元素 Cu 具有应激的调节功能, 并诱
导产生大量的 Cu-MTs,以利于汞取代铜从而产生大
量的MTs 分子与 Hg 结合而发挥解毒的作用[14]。
同样地, 在灌喂 HgCl2 大鼠的肝组织中也发现存在
着多种金属结合的MTs组分,并对 Hg的污染起解
毒作用。图 3表示, 与对照组相比, 灌喂 HgCl2组大
鼠的肝脏也诱导生成大量的 Hg-MTs。该实验结果
与总汞的测定值及MTs总量的测定值吻合。
  实验同时对提取物中 Cu 和 Zn 结合态的 SEC-
ICP-MS 色谱曲线进行了比较。图 4的结果表明,染
汞组和对照组的肝脏提取物中结合态的 Cu和 Zn
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都产生明显的两个色谱峰, 即峰 1及 2(染汞组)和
峰1c及 2c(对照组)。其中峰 2或 2c为 MTs组分峰,
而峰 1或 1c( 151888 min)出现在 MTs峰之前, 说明
Cu和 Zn在肝脏中还与一相对分子质量较大的热稳
定蛋白质结合。有趣的是, 与对照组相比, 染汞组
Cu结合的峰 1变小而峰 2变大,峰 1c与峰 1的面积
比为 5B1, 而染汞组的 Cu-MTs(即峰 2)峰面积与对
照组的峰面积相比显著增大。这可能是因为 MTs-
Hg的亲和力远大于MTs-Cu 或MTs-Zn, 例如, MTs-
Hg的亲和力是 MTs-Cu 的 3 @ 104倍[ 14~ 16]。当肝脏
受到 Hg污染时, 某些原来与大分子化合物结合着
的 Cu 被游离出来, 诱导产生更多的 Cu-MTs 化合
物,进而 Hg取代 Cu-MTs 化合物中部分的 Cu 产生
Hg-MTs,从而起到对肝脏 Hg毒性的解毒作用。
2. 4  小结
  通过测定组织中总汞含量和 MTs 含量及利用
SEC与 ICP-MS的联用技术,分析了灌喂 HgCl2大鼠
脏器组织中的汞与 MTs含量及金属与MTs 的结合
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